1.. Introduction
================

Les progrès scientifiques réalisés au cours du 20^e^ siècle, et notamment l'avènement des approches moléculaires dans les années 1980, ont considérablement bouleversé le diagnostic des infections virales. Ils ont également offert aux chercheurs une « boîte à outils » performante pour identifier de nouveaux virus -- c'est-à-dire des virus non encore caractérisés -- ou établir l'étiologie de nouvelles infections virales : développement des techniques d'amplification génique par PCR, du clonage moléculaire, du séquençage et de l'analyse des séquences à haut débit (constitution de banques de données centralisées, développement et accessibilité à des outils informatiques puissants), des puces pour le criblage ou la recherche des virus dans les prélèvements, des approches globales telles que la transcriptomique (l'analyse globale des ARN) ou la protéomique (l'analyse globale des protéines). Ces progrès ont donc joué un rôle déterminant dans la mise à jour de virus nouveaux et dans l'analyse des maladies virales dîtes émergentes (ou ré-émergentes), deux notions souvent liées mais qu'il conviendra ici de repréciser.

La quête des « chasseurs de virus » s'inscrit, le plus souvent, dans l'une des deux démarches suivantes : (1) une pathologie transmissible est caractérisée. Les données épidémiologiques, cliniques et/ou biologiques incitent à penser qu'un agent d'origine virale en est responsable. Cette démarche, qui associe épidémiologistes, cliniciens et virologistes a permis entre autres de rechercher puis d'identifier les virus des hépatites à transmission parentale (hépatite B et C) ou le VIH-1 ; (2) la pathologie considérée n'a pas d'étiologie connue et l'on recherche un virus parmi d'autres causes qu'elles soient génétiques, environnementales ou bien infectieuses. Cette démarche a été mise en place, avec un succès relatif, dans différentes situations : sclérose en plaque, pathologies neurodégénératives lentes, syndrome de fatigue chronique, syndrome de Sjögren, où des agents viraux sont régulièrement évoqués. Enfin, la découverte d'un nouveau virus peu simplement résulter de la lecture attentive d'un test diagnostique dont le résultat apparaît comme atypique (difficulté de lecture ou d'interprétation).

Pour autant, l'identification d'un virus chez un ou plusieurs patients atteints de la même pathologie ne constitue pas une preuve de causalité entre virus et maladie, une démarche souvent compliquée par l'intervention de facteurs multiples dans l'expression des pathologies associées au virus (facteurs d'hôte notamment). Ce lien de causalité répond à des exigences dont Robert Koch avait établi les fondements, dès la fin du 19^e^ siècle, en proposant ses fameux « postulats » (1884 et 1890) : (1) l'agent infectieux doit être présent chez tous les sujets atteints de la maladie, (2) il doit pouvoir être isolé, (3) la forme pure de cet agent doit reproduire la maladie initiale chez un sujet sain. Autant d'éléments qui sont particulièrement difficiles à réunir lorsque l'on s'attache à l'étude des virus humains.

Les notions de nouveau virus ou de maladie virale émergente sont souvent liées, comme nous l'avons rappelé précédemment, mais elles doivent être distinguées pour la suite de cet article. Nous désignerons ici par « nouveau virus » un virus dont les caractéristiques génétiques sont éloignées de celles des virus déjà connus. Les maladies virales émergentes (ou ré-émergentes) répondent quant à elles à des critères qui sont d'avantage d'ordre épidémiologique : il s'agit de maladies dont la dynamique et/ou la répartition géographique sont suffisamment atypiques pour constituer un signe d'alerte, que ces maladies soient liées à des virus nouveaux ou déjà connus. Elles traduisent le plus souvent une modification brutale dans la circulation du virus, ce qui n'exclut pas que le virus lui-même soit différent, mieux adapté par exemple, aux nouvelles populations qu'il infecte. En octobre 1995, l'OMS a créé une division de « Surveillance et de contrôle des maladies émergentes et autres maladies transmissibles » pour répondre à cette préoccupation. Cette structure s'est avérée particulièrement utile lors de l'épidémie de SRAS (syndrome respiratoire aigu sévère), fin 2002. L'impact conjugué de la veille scientifique et de l'amélioration de l'arsenal scientifique vont donc certainement contribuer à faire sortir de l'ombre bien d'autres maladies encore inconnues chez l'homme, ou à révéler la nature virale d'infections pourtant connues de longue date. Ainsi, la contribution de l'herpèsvirus humain-8 (HHV-8) à la maladie de Kaposi, décrite pourtant pour la première fois en 1872, n'a pu être établie qu'en 1994.

Comme l'illustre cette introduction, on désigne souvent par nouveaux virus, des virus anciens dont la découverte est récente. On peut cependant supposer que certains virus sont réellement nouveaux, c'est-à-dire le fruit d'une évolution génétique récente. On parlera dans certains cas de « virus d'évolution nouvelle », qui descendent généralement de virus parentaux déjà existants dans la nature. Ils émergent à la suite de mutations ou de recombinaisons génétiques. Ces événements peuvent engendrer des souches plus virulentes et/ou mieux adaptées à l'homme, un processus bien décrit dans l'apparition des souches grippales pandémiques par exemple. Des événements comparables sont sans doute impliqués dans l'émergence du virus de l'hépatite C, des hénipavirus ou du coronavirus responsable du SRAS.

2.. Bref historique de la virologie
===================================

2.1.. De la définition des virus
--------------------------------

Les maladies virales sont connues depuis des millénaires et l'Homme, à l'instar du bourgeois gentilhomme, a longtemps fait de la virologie sans le savoir. Déjà sous les Babyloniens, on savait que la rage se transmettait par morsure de chiens enragés. D'autre part, on a retrouvé des stigmates de la variole sur des momies égyptiennes. Cependant, il faudra attendre la fin du 19^e^ siècle pour identifier les virus en tant que tels, et que naisse la science des virus : la virologie. En effet, c'est à cette époque que la microbiologie, sous l'impulsion de Louis Pasteur et de Robert Koch notamment, connaît un remarquable essor. L'association de certains micro-organismes, bactéries ou champignons, à des maladies humaines ou animales est une vraie révolution conceptuelle et médicale. Les progrès dans le domaine de la virologie seront plus lents pour deux raisons au moins : les virus ne sont pas visibles en microscopie optique, et ils ne sont pas cultivables en laboratoire sur les milieux usuels. Il faudra donc attendre la seconde moitié du 20^e^ siècle pour que l'une de leur propriété essentielle -- leur réplication intracellulaire -- soit identifiée.

C'est une maladie des plantes, la mosaïque du tabac qui va, dès le milieu du 19^e^ siècle, servir de modèle aux virologues. Elle est décrite comme une maladie transmissible mais on n'y trouve aucune trace d'agent infectieux « classique ». En 1884, Charles Chamberland -- un collaborateur de Louis Pasteur -- met au point un système d'ultrafiltration ***(*** [figure 1](#fig1){ref-type="fig"} ***)*** qui permet l'élimination des microorganismes micrométriques (bactéries, champignons, protozoaires) [@bib1]. Les filtrats obtenus étaient réputés pour être stériles, ou du moins débarrassés des microorganismes cultivables connus, et des procédés similaires ont été largement utilisés pour produire de l'eau de consommation.Figure 1Principe du filtre de Chamberland.En 1884, Chamberland met au point un filtre, conçu à partir d'une bougie de porcelaine poreuse de son invention, permettant d'éliminer les microbes de l'eau de boisson. Les agents qui vont passer au travers des filtres les plus fins et qui sont invisibles au microscope seront appelés agents ultrafiltrables avant d'être définis sous le nom de virus.

En 1892, Dimitri Iossifovitch Ivanovski démontre qu'un extrait de feuille de tabac malade reste contaminant après filtration à travers une bougie de Chamberland [@bib2]. Les bactéries étant retenues par ces filtres, Ivanovski établit pour la première fois que l'agent responsable de la maladie est d'une taille très inférieure aux microorganismes connus à ce jour. Il démontre ainsi que le facteur responsable de la mosaïque est un agent « ultrafiltrable » et transmissible. Pour autant, le débat reste animé, certains considérant que la mosaïque est liée à une toxine et non à un agent vivant. Ces derniers l'emportent temporairement puisque le nom de « virus » (lat. poison) s'inspire très clairement de la proximité apparente entre ces agents et les toxines. C'est le botaniste et microbiologiste néerlandais, Martinus Willem Beijerinck, qui sera le premier à démontrer, en 1898, que l'agent causal de la mosaïque du tabac est capable de se multiplier [@bib3] : il s'agit donc d'un agent vivant et non d'une toxine. On peut regretter aujourd'hui que le terme de virus -- qui ne rend pas hommage à la capacité que ces agents ont de se multiplier -- soit finalement resté dans l'histoire.

2.2.. La culture cellulaire : obstacle majeur de la virologie
-------------------------------------------------------------

On peut sans difficulté associer la lenteur avec laquelle la virologie s'est développée au début du 20^e^ siècle à l'impossibilité d'analyser simplement les virus en laboratoire. Si le début du 20^e^ siècle est associé à la découverte de nombreux virus d'intérêt médical (virus oncogènes aviaires, virus de la fièvre jaune,...), le virologue « de laboratoire » reste marginal et, en tout état de cause, tributaire d'un système expérimental complexe puisque l'ensemble de ces travaux doivent être réalisés sur animal vivant ou sur plante. C'est dans ce contexte très particulier qu'il faut replacer la découverte des bactériophages, un élément fondateur de la discipline. C'est en effet au cours de la première guerre mondiale que le britannique Frederick William Twort, puis le franco-canadien Félix d'Hérelle, découvrent que certains virus peuvent se multiplier en laboratoire, mais à une seule condition : que ces virus soient cultivés au contact de bactéries [@bib4]. Les bactéries, dans ce système, apparaissent d'avantage comme un substrat nutritif essentiel à la multiplication des virus, d'où le terme de bactériophage. Cette découverte est essentielle à plusieurs titres, mais en particulier parce qu'elle offre au virologue un système expérimental simple qui permet de produire et de purifier les virus, et d'ouvrir ainsi la porte à leur caractérisation biochimique.

La virologie connaîtra un développement remarquable au cours du 20^e^ siècle et la poursuite des travaux sur le virus de la mosaïque du tabac et sur les bactériophages permettra d'établir les bases de la définition des virus et sera à l'origine de progrès scientifiques, technologiques et médicaux majeurs. En 1939, le virus de la mosaïque sera le premier virus observé au microscope électronique. C'est également dans les années 40 que la notion de parasite intracellulaire obligatoire est formellement établie : les cellules ne sont pas des sources de nutriments pour les virus, mais constituent un environnement indispensable à la réalisation de leur cycle de multiplication. Pour étudier un virus, il faut donc 2 éléments essentiels : le virus et sa cellule cible. Cette découverte confirme que la virologie humaine est dépendante d'un autre champ de recherche, celui de la culture en laboratoire des cellules animales. Sans cellule permissive au virus, impossible d'isoler le virus en laboratoire, et donc d'en faire une analyse poussée. L'avènement des techniques de culture cellulaire et la recherche de cellules cibles des virus d'intérêt médical sera donc l'un des objectifs majeurs de la virologie entre les années 1950 à 1980. Elle reste une priorité, aujourd'hui encore, pour analyser le cycle de multiplication des virus et d'évaluer l'activité de nouvelles molécules antivirales.

2.3.. L'apport de la biologie moléculaire en virologie
------------------------------------------------------

Il faudra attendre le milieu des années 80 pour que la recherche et l'étude de nouveaux virus, grâce aux techniques de biologie moléculaire, connaissent un nouveau tournant. La découverte et la caractérisation du virus de l'hépatite C, qui n'est toujours pas cultivable en routine à ce jour, a signé l'entrée de la virologie dans cette ère nouvelle.

Le virus responsable de l'hépatite C (HCV), une hépatite transmissible par voie parentérale d'abord qualifiée de « nonA-nonB », a été identifié en 1989 [@bib5]. Le HCV est le premier virus découvert grâce à l'utilisation exclusive de techniques de biologie moléculaire, hors de tout système de culture cellulaire. L'histoire de la découverte de ce virus débute en 1974, lorsque Stephen Feinstone et son équipe montrent que certains patients atteints d'une forme d'hépatite transmissible post-transfusionnelle ne présentent pas d'anticorps dirigés contre les deux virus connus à cette époque : les virus des hépatites A (HAV) et B (HBV). Il suppose alors que ces hépatites dites « NANBH » (non A non B hepatitis) sont associées à un agent viral encore inconnu. Ce sont des expériences menées sur les chimpanzés qui vont permettre de faire de réelles avancées. Plus particulièrement, en 1978, Harvey Alter et son équipe montrent que le sérum de patients atteints de NANBH est capable d'infecter des chimpanzés [@bib6]: cette observation démontre qu'il s'agit bien d'hépatites transmissibles par le sang. Après dix années de recherche sur les plasmas de patients et de chimpanzés, et en l'absence de technique d'isolement sur culture cellulaire, la biologie moléculaire va permettre de faire un progrès décisif. C'est une collaboration entre des chercheurs de la société Chiron et le Dr DW Bradley du CDC (Center for diseases control) qui permettra de mettre au point une technique originale qui permet d'isoler le génome viral sans avoir à isoler préalablement le virus en culture. Les chercheurs vont isoler directement le génome du VHC en construisant une banque d'ADN complémentaire (ADNc) à partir des ARN viraux présents dans le sang d'un chimpanzé infecté. Parmi le million de clones criblés, un clone contenant un fragment de 155 paires de bases, issu du génome viral, va être isolé. Ce fragment contenait assez d'informations pour qu'il soit possible de synthétiser une protéine reconnue par les sérums de plusieurs patients infectés ***(*** [figure 2](#fig2){ref-type="fig"} ***)***, mais restait trop petit pour mettre au point un test de dépistage et offrir une caractérisation précise de ce nouveau virus. Ce clone a donc servi de sonde nucléique pour rechercher à nouveau, dans la banque d'ADNc initiale, des régions de plus grande taille. Ce second crible a permis d'identifier un nouveau clone contenant 350 paires de bases, le clone C-100. La protéine codée par ce clone va être utilisée dans le premier test ELISA développé pour la détection d'anticorps anti-HCV dans le sérum de patients. L'étude réalisée avec ce test confirma, en 1989, que le HCV était bien le principal agent responsable des hépatites NANBH post-transfusionnelles. La totalité du génome viral a ensuite pu être clonée et séquencée. À ce jour, le virus de l'hépatite C échappe toujours aux techniques de culture cellulaire « classiques », même si l'obtention de clones viraux spécifiques, utilisés sur une lignée cellulaire particulière, a permis récemment de cultiver ce virus en laboratoire [@bib7].Figure 2Processus de l'identification du virus de l'hépatite C (HCV).D'après J.-M. Pawlotsky, *Traité de virologie médicale*.

3.. Les nouveaux virus d'intérêt médical
========================================

3.1.. Identification de « nouveaux virus »
------------------------------------------

### 3.1.1.. Les herpèsvirus humains -6, -7 et -8

Trois nouveaux herpèsvirus humains ont été identifiés entre la fin des années 80 et le début des années 90.

Le virus HHV-6 a été découvert, en 1986, lors de la mise en culture de lymphocytes périphériques provenant de six patients atteints de syndromes lymphoprolifératifs, dans le cadre de travaux de recherche sur l'identification de nouveaux rétrovirus humains d'intérêt médical [@bib8]. Les chercheurs ont d'abord observé un effet cytopathogène caractéristique, un point toujours très encourageant lorsque l'on recherche la présence d'un virus par culture cellulaire, puis ils ont pu observer par microscopie électronique des particules évoquant des virus de la famille des *Herpesviridae*. L'analyse génomique, réalisée par hybridation avec des sondes nucléiques correspondant aux cinq herpèsvirus humains connus à l'époque, a permis de conclure qu'il s'agissait d'un nouvel herpèsvirus, d'abord dénommé HBLV pour human B lymphotropic virus du fait du tropisme du virus pour les lymphocytes B. Ce n'est que plus tard qu'il a pu être montré que le virus HBLV avait un tropisme préférentiel pour les lymphocytes T, et qu'il a été intégré à la taxonomie virale officielle sous le nom de HHV-6 (human herpesvirus 6 ; recommandations du Comité international de taxonomie virale). Une fois encore, les outils de la biologie moléculaire (hybridation moléculaire, clonage, séquençage, production de protéines recombinantes issues du génome viral) ont permis d'analyser en détail et dans des délais relativement courts le génome de ce nouvel herpèsvirus et de proposer des sondes nucléiques spécifiques qui allaient permettre la recherche systématique du HHV-6 chez l'homme. Les profils de restriction enzymatique observés pour divers isolats, ainsi que les réponses obtenues avec des anticorps monoclonaux spécifiques, ont secondairement abouti à la caractérisation de deux variants de la même espèce virale, dénommés, HHV-6A et HHV-6B.

On découvre le virus HHV-7, en 1990, dans une culture de lymphocytes T CD4-positifs provenant d'un sujet sain [@bib9]. La microscopie électronique met en évidence un effet cytopathique comparable à celui observé lors d'une infection avec HHV-6. Cependant, l'analyse moléculaire par hybridation avec certaines sondes nucléiques spécifiques de HHV-6 donne des résultats négatifs qui incitent les chercheurs à conclure à la découverte d'un nouvel herpèsvirus. Ces résultats, contestés dans les premiers temps, seront validés par l'analyse de la séquence d'un fragment d'ADN qui confirme que ce virus est effectivement différent, mais génétiquement proche de HHV-6.

Les HHV-6 et -7 sont, comme tous les herpèsvirus humains, capables d'établir des infections persistantes, latentes. Compte tenu de la très forte prévalence de ces deux virus chez l'homme, leur contribution aux pathologies humaines -- chez le sujet non immunodéprimé notamment -- reste l'objet de nombreux débats. En 1988, une équipe japonaise démontre que le variant HHV-6B est le principal agent de l'exanthème subit ou roséole infantile. C'est dans le contexte particulier des immunodépressions que les réactivations à HHV-6 sont les mieux connues, car les plus visibles cliniquement. HHV-6 interviendrait dans un certain nombre de pathologies survenant après transplantation d'organes, et notamment dans les rejets de greffe. Le HHV-6 peut aussi provoquer des infections graves au cours du sida : pneumopathies, encéphalites. Étant capable de rester à l'état latent et/ou persistant dans l'organisme, il est probablement lui aussi à l'origine de modifications du fonctionnement du système immunitaire et pourrait être associé à deux maladies auto-immunes : le syndrome de Gougerot-Sjögren et la sclérose en plaques, deux maladies dans lesquelles l'absence d'étiologie univoque incite à proposer -- parfois de façon excessive -- diverses étiologies virales.

Le virus HHV-8, dernier invité dans la famille des herpèsvirus humains, a été découvert en 1994 dans des lésions cutanées de sarcome de Kaposi, chez des patients infectés par le VIH [@bib10]. Le sarcome de Kaposi a été décrit à la fin du 19^e^ siècle comme une maladie chronique très rare, caractérisée par des tumeurs cutanées. Dans les années 1970, l'implication éventuelle d'un virus dans cette pathologie est proposée, pour la première fois, après l'observation en microscopie électronique de particules virales dans les lésions cutanées. Cette piste est abandonnée peu après, notamment en raison des résultats négatifs obtenus en culture cellulaire. La pandémie de sida a créé un terrain favorable à l'expression clinique de diverses infections virales, et le HHV-8 doit largement sa découverte à cette situation très particulière. En effet, une forme épidémique du sarcome de Kaposi a été rapidement associée à l'infection par le VIH, et c'est aujourd'hui la forme prédominante de la maladie. Des études épidémiologiques portant sur le sarcome de Kaposi associé au sida ont d'abord renforcé l'hypothèse d'un agent viral, sexuellement transmissible, dans l'étiologie de ce sarcome. En 1994, des fragments d'ADN viral spécifiques des lésions cutanées du sarcome de Kaposi vont pouvoir être isolés par une technique très performante d'amplification différentielle ou *representational difference analysis* (RDA) ***(*** [figure 3](#fig3){ref-type="fig"} ***)***. Brièvement, cette technique permet d'amplifier, puis d'isoler, des séquences d'ADN présentes dans un tissu (la lésion), mais absentes dans un autre (un tissu sain par exemple). En utilisant cette technique et sans faire appel à la culture cellulaire, les auteurs découvrent la présence d'un nouvel herpèsvirus humain, appelé HHV-8. Les techniques de PCR, puis de sérologie vont permettre d'associer spécifiquement ce nouvel herpèsvirus à la maladie de Kaposi liée à l'infection à VIH dans les années qui suivront. Ces approches démontrent également que la voie sexuelle est un mode de transmission prépondérant en Europe du Nord et aux États-Unis. La greffe d'organes est également un mode de transmission du HHV-8. L'exploration systématique de maladies d'étiologie encore inconnue, rendue possible par la mise en place rapide de divers protocoles de PCR, va rapidement permettre d'associer HHV-8 à deux autres maladies, la maladie de Castleman et certains lymphomes des séreuses.Figure 3Principe de la technique d'amplification différencielle (RDA).La soustraction d'ADNc par RDA est une technique de criblage différenciel. Elle utilise le principe de la PCR afin d'identifier des gènes spécifiquement exprimés dans un tissu cible par rapport à un tissu contrôle. Trois grandes étapes caractérisent cette technique :(1)synthèse d'ADNc bicaténaires et digestion par une enzyme de restriction ;(2)amplification par PCR ;(3)hybridation soustractive (plusieurs cycles afin d'enrichir au maximum le produit obtenu en gènes différenciellement exprimés).

### 3.1.2.. Les métapneumovirus

On estime que près de 30% des infections respiratoires d'origine virale sont causées par des virus non encore identifiés. Chaque hiver, les services de pédiatrie sont confrontés aux épidémies de bronchiolite. Le virus respiratoire syncitial (VRS), un pneumovirus de la famille des *Paramyxoviridae*, est le pathogène prédominant puisqu'il serait responsable de 60 à 90% des cas chez le nourrisson. La biologie moléculaire a fortement contribué à réviser les données épidémiologiques en proposant de mettre en évidence des virus difficiles, voire impossibles, à identifier par les méthodes classiques de culture virale ou de recherche des antigènes viraux dans les prélèvements.

Une équipe hollandaise a identifié pour la première fois, en 2001, un nouveau virus appartenant à la famille des *Paramyxoviridae* chez 28 enfants atteints d'une bronchiolite sans spécificité particulière [@bib11]. Afin d'obtenir des informations sur la séquence des virus responsables de la maladie, les auteurs ont utilisé une technique de PCR dite aléatoire (random PCR). La PCR usuelle s'appuie sur l'amplification spécifique d'un acide nucléique, les amorces utilisées (18-20 bases environ) étant choisies en raison de leur très grande complémentarité avec la cible recherchée ***(*** [figure 4](#fig4){ref-type="fig"} ***)***. Dans la PCR aléatoire, l'amplification de l'ADN génomique (ou de l'ARN génomique obtenu après transcription inverse) est réalisée à partir d'amorces définies de façon aléatoire (10 bases environ), utilisées seules ou par couples. Cette technique permet donc d'amplifier les séquences présentes dans un prélèvement, sans sélectivité, ce qui est particulièrement utile lorsque l'on ne sait pas ce que l'on cherche.Figure 4Principe de la réaction de polymérisation en chaîne (PCR).

Cette approche a conduit à identifier un nouveau virus, appelé métapneumovirus humain (MPVh) en raison des homologies de séquence que ce virus présente avec un cousin aviaire déjà connu. L'étude comparée de ces deux virus montre, en effet, une identité de séquence de 66% entre les séquences nucléotidiques du MPV humain et le genre des métapneumovirus alors qu'il présente seulement 30% d'identité avec le genre des pneumovirus.

Ce virus, même s'il est de découverte récente, circule dans la population humaine depuis plus de 50 ans puisque des anticorps spécifiques ont été retrouvés dans des prélèvements sériques datant de 1958. Les premières études épidémiologiques ont été conduites chez des enfants pour lesquels les recherches virales pour les VRS, virus influenza, virus para-influenza, adénovirus, entérovirus, coronavirus et rhinovirus étaient négatives. Elles excluent donc les co-infections, et sous-estiment vraisemblablement la prévalence effective du MPVh.

### 3.1.3.. Les polyomavirus

Les polyomavirus sont des virus de petite taille (environ 5 200 pb) à ADN double brin. Ils expriment précocement une protéine majeure, appelé antigène T (T = tumeur), bien connue pour ses propriétés oncogéniques. Les polyomavirus comprennent trois groupes génétiquement proches : (1) les polyomavirus aviaires ; (2) les polyomavirus des mammifères proches du polyomavirus murin (MuPyV) ; (3) les polyomavirus des mammifères proches du virus simien SV40 (polyomavirus humains JC et BK).

Initialement considérés comme d'excellents modèles pour comprendre les processus de l'oncogenèse dans des modèles murins, les polyomavirus allaient connaître un engouement nouveau en raison de leur présence dans des lots de vaccins dirigés contre le virus de la polyomyélite. La mise au point d'un vaccin efficace stimule l'espoir d'une éradication rapide de la poliomyélite. Le vaccin, obtenu par inactivation du poliovirus humain produit sur cellules de singe, est produit et distribué à l'échelle industrielle à travers le monde dans les années 60. Des tests montrent cependant que certains lots provoquent des tumeurs lorsqu'ils sont injectés à des hamsters nouveau-nés. La responsabilité du virus vaccinal est rapidement écartée, mais les chercheurs découvrent à cette occasion que certains lots de vaccin sont contaminés par un autre virus -- cryptique -- résidant dans les cellules de singes utilisées pour produire le virus vaccinal. Il s'agit d'un polyomavirus de singe, le SV40, dont le pouvoir oncogène va être rapidement démontré et qui constitue, à ce jour encore, l'un des modèles d'étude privilégié des chercheurs qui travaillent sur l'oncogenèse virale. Les études qui sont immédiatement mises en place auprès des populations vaccinées démontrent que certains sujets ayant reçu le vaccin ont été contaminés par le SV40, et des indices virologiques suggèrent même que le SV40 s'est multiplié chez ces individus. À plus longue échéance, les travaux conduits sur ces populations ne semblent pas indiquer un risque accru de cancer à SV40 chez les sujets vaccinés. En revanche, des études moléculaires menées à la fin des années 90 vont rechercher, par PCR et de façon systématique, des régions du virus SV40 dans des tumeurs dont l'étiologie virale n'est pas formellement établie. Plusieurs d'entre elles suggèrent que le SV40 -- ou un virus très proche -- pourrait circuler dans les populations et même être associé à certains cancers. C'est un sujet de débat qui reste très ouvert aujourd'hui encore.

Récemment, trois nouveaux polyomavirus humains ont été découverts par des méthodes de biologie moléculaire. Le polyomavirus KI a été identifié, en 2007, après l'analyse d'un ensemble de 20 prélèvements respiratoires d'enfants atteints d'infections respiratoires aiguës, par la technique du « *shotgun* » [@bib12]. En quelques mots, les chercheurs ont filtré les prélèvements et récolté les virus potentiellement présents après ultracentrifugation. Le matériel génétique collecté (ADN et ARN) a ensuite été extrait et amplifié par PCR avec des amorces de séquence aléatoire. Enfin, les fragments de plus de 600 bp ont été clonés et séquencés de façon systématique. Sur 374 séquences obtenues, 74 ont pu être rapprochées de virus déjà connus : rhinovirus, entérovirus, VRS. Un seul clone semblait contenir une séquence non connue alors, mais présentant une faible homologie avec une région du virus SV40. Le génome entier correspondant (souche Stockholm 60) a été identifié et séquencé. C'est un ADN circulaire composé de 5 040 nucléotides, et qui présente une organisation semblable aux virus du groupe SV40.

Le polyomavirus WU (polyomavirus humain type 4) a été identifié par une méthode semblable à celle utilisée pour le clonage du polyomavirus KI [@bib13]. Mais le virus a, cette fois, été obtenu à partir d'un prélèvement unique. Six clones générés par la technique de « *shotgun* », sur les 327 obtenus, montraient des analogies de 34 à 50% avec les virus BK, JC, SV40 et de 65 à 69% avec le virus KI. Le génome du virus WU a une taille de 5 229 nucléotides et la structure du génome est superposable à celle du virus KI. Il a été démontré depuis que les virus WU et KI sont très proches génétiquement, et diffèrent nettement des autres virus du groupe SV40. La responsabilité et la prévalence de ces virus dans les affectations respiratoires restent encore à préciser.

Un troisième « nouveau » polyomavirus a été caractérisé, en 2008, par analyse soustractive des ADN complémentaires obtenus à partir des ARN extraits de tumeurs de Merkel et de tissu sain [@bib14]. L'objectif des chercheurs (ceux qui avaient découverts le HHV-8 en 1994) était clairement de proposer une étiologie virale pour cette tumeur cutanée, d'origine neuro-endocrinienne, observée chez les personnes âgées et les patients immunodéprimés. Dans six tumeurs (sur huit) où le virus a été détecté, il était intégré dans le génome des cellules tumorales avant leur expansion, ce qui suggère que le virus contribue au développement de la tumeur mais que sa présence n'est sans doute pas suffisante en soi. L'intégration et/ou l'inactivation de fonctions virales essentielles à la réplication pourraient être également très importantes pour initier et/ou soutenir le processus tumoral. Plusieurs équipes travaillent activement à préciser la prévalence de ce virus dans les populations humaines. Le virus de Merkel ou MCV (Merkel cell virus) appartient au sous-groupe du polyomavirus murin et est proche génétiquement du polyomavirus du singe vert africain. C'est le premier polyomavirus qui est indiscutablement associé à une tumeur humaine. Ainsi le carcinome de Merkel vient s'ajouter au groupe des tumeurs humaines viro-induites, auquel appartiennent la maladie de Kaposi, due au virus HHV-8, certains lymphomes et carcinomes associés au virus Epstein-Barr (EBV) et les carcinomes associés aux papillomavirus. L'activité oncogène du MCV pourrait s'exercer *via* l'antigène T, par mutagenèse insertionnelle ou grâce à une combinaison de ces deux mécanismes.

Cette découverte ouvre un nouveau champ de recherche puisque la connaissance du génome viral permet, dès à présent, de développer des tests diagnostiques simples (PCR, sérologie, etc.) afin d'identifier les voies de transmission de ce virus et, peut-être, d'associer sa présence à d'autres néoplasies humaines.

À l'heure actuelle, aucun de ces trois nouveaux polyomavirus n'est cultivé en laboratoire. De même, leur pouvoir oncogène chez l'animal n'a pas encore été étudié. Les pouvoirs pathogènes des polyomavirus KI et WU sont encore très débattus. Ces virus ubiquitaires ont été mis en évidence dans des prélèvements d'origine respiratoire, fréquemment associés à d'autres virus à tropisme respiratoire. Ils pourraient être impliqués dans des infections respiratoires aiguës, mais aucune des études publiées à ce jour n'a apporté de conclusions définitives et les résultats obtenus surestiment probablement la fréquence des infections aiguës réellement dues à ces virus.

3.2.. Virus et maladies émergentes
----------------------------------

### 3.2.1.. Le coronavirus du SRAS

Le SRAS (syndrome respiratoire aigu sévère) est la première maladie grave et transmissible à avoir émergé en ce début du 21^e^ siècle. L'épidémie qui a débuté fin 2002, et dont l'origine chinoise est avérée, a éclaté au niveau mondial en 2003 avec plus de 8 000 cas et près de 800 morts. Le SRAS, au départ défini comme une pneumopathie atypique, est caractérisé par une fièvre élevée (\> 38 °C), associée à un ou plusieurs symptômes respiratoires : toux sèche, essoufflement, difficultés respiratoires. D'autres symptômes peuvent être constatés comme des maux de tête, des douleurs musculaires, des diarrhées et un malaise général. Le SRAS est transmis d'homme à homme par l'intermédiaire de gouttelettes de salive contaminées. Il s'est rapidement répandu à travers le monde par l'intermédiaire du transport aérien. Grâce à une mobilisation internationale sans précédent, motivée par l'alerte mondiale déclenchée le 12 mars 2003 par l'Organisation mondiale de la Santé (OMS), l'épidémie a pu être endiguée par des mesures d'isolement et de quarantaine. En avril 2003, l'OMS se félicitait des résultats très rapides des travaux menés, par 13 laboratoires répartis dans le monde, sur l'identification de l'agent pathogène responsable du SRAS. Ce réseau de laboratoires était chargé par l'OMS de rechercher l'agent causal du SRAS et de mettre au point un test diagnostique.

C'est une équipe de recherche canadienne qui a d'abord séquencé le génome d'une souche virale du SRAS, obtenue d'un patient à Toronto. Peu de temps après, une équipe de recherche basée aux États-Unis a séquencé la souche Urbani, que des chercheurs néerlandais avaient lié directement à la maladie pulmonaire. Les deux équipes ont publié leurs séquences sur Internet. Bien que le génome du SRAS possède la même structure globale que celle des trois classes connues de coronavirus, les chercheurs ont découvert des différences importantes lorsqu'ils ont examiné les séquences protéiques. Grâce à une analyse statistique des différences observées entre les protéines virales homologues, ces deux équipes de recherche en ont déduit que le virus du SRAS appartenait à une nouvelle classe de coronavirus (il pourrait provenir d'une mutation récente d'une souche ancienne) [@bib15]. Les *Coronaviridae* sont généralement à l'origine de rhumes sans gravité chez l'homme. Chez les animaux, ils peuvent être responsables, entre autres, d'infections pulmonaires ou intestinales. Le réservoir animal du coronavirus du SRAS est activement recherché. Le virus a pour l'instant été trouvé chez quelques espèces dont la civette, animal sauvage vendu sur les marchés et consommé au sud de la Chine.

Les informations moléculaires obtenues depuis ces cinq dernières années devraient accélérer les procédures de diagnostic, faciliter la mise au point de traitements, et empêcher une nouvelle émergence planétaire du SRAS. Ces découvertes préparent également à la recherche de nouvelles stratégies vaccinales.

De nombreuses questions sont soulevées par ce nouveau virus, contre lequel on ne dispose encore d'aucun traitement efficace. Comment s'est effectué le passage de l'animal à l'homme ? Combien de temps subsiste-t-il dans l'environnement ? Pourquoi est-il si virulent ?

### 3.3.2.. Les hénipavirus

Les virus Hendra (HeV) et Nipah (NiV) ont émergé durant la dernière décennie du 20^e^ siècle. Ils ont causé des épidémies d'infections respiratoires et neurologiques dans plusieurs espèces animales [@bib16],[@bib17]. Ils infectent également l'homme, et l'on rapporte ainsi que près de 100 personnes ont été victimes du NiV, le HeV ayant causé la mort de 2 personnes. Le HeV est apparu à Brisbane, en Australie, en septembre 1994, où il a été impliqué dans une épidémie de maladie respiratoire aiguë qui a tué 13 chevaux ainsi qu'un entraîneur. Entre septembre 1998 et avril 1999, le NiV a d'abord été associé à des infections respiratoires non reconnues chez des porcs en Malaisie, puis il est apparu dans la population humaine où il a été la cause d'encéphalites mortelles. Contrairement à la maladie respiratoire causée par le HeV chez les chevaux -- qui est fréquemment fatale mais caractérisée par une faible contagiosité -- la maladie respiratoire causée par le NiV chez le porc était souvent d'expression subclinique, mais fortement contagieuse. De ce fait, environ un million de porcs ont dû être abattus pour stopper l'extension de la maladie.

Les deux virus peuvent atteindre les animaux de compagnie. Le HeV cause des maladies respiratoires chez le chat semblables à celles observées chez les chevaux. L'infection naturelle des chiens par le NiV cause un syndrome semblable à la maladie de Carré, avec un taux de mortalité élevé.

Expérimentalement, le NiV cause une maladie similaire au HeV chez le chat. Des syncytia de cellules endothéliales contenant de l'antigène viral ont été observés lors d'infections par le HeV et le NiV chez le chat et lors d'infections par le NiV chez le chien.

Il semble ne pas y avoir de transmission d'homme à homme. La transmission aux humains se fait apparemment suite à un contact avec des animaux : le NiV à partir des porcs et le HeV à partir des chevaux. Le HeV et le NiV sont classés parmi les agents de niveau 4 de biosécurité.

Les chauves-souris frugivores (« flying foxes ») du genre *Pteropus* sont les hôtes naturels de ces deux virus. Des anticorps contre le HeV sont trouvés chez approximativement 50% des quatre espèces de *Pteropus* australien. Dans une enquête sérologique réduite, des anticorps contre NiV ont été détectés chez des chauves-souris de Malaisie, comprenant deux espèces de Pteropid.

Le séquençage des deux génomes de ces virus a permis de déterminer leur appartenance à la famille des *Paramyxoviridae*. L'analyse de leur structure a montré que ces deux virus appartenaient à une nouvelle sous-famille et qu'ils représentaient un nouveau lignage dans l'évolution des *Paramyxoviridae*. Ils ont donc été classifiés dans un nouveau genre : les hénipavirus.

La mise à jour de ces 2 séquences a également facilité le développement d'outils de diagnostic moléculaire. Les données moléculaires sont particulièrement importantes dans le cadre d'études épidémiologiques menées dans des séquences de temps et des zones géographiques très différentes et de surcroît quand la distinction sérologique entre ces deux virus est très difficile. Un certain nombre de laboratoires utilisent la technique de PCR pour la détection de ces virus. Des tests immuno-enzymatiques (ELISA) ou immunohistochimiques (détection d'antigènes sur tissus fixés) sont également disponibles et se sont révélés très utiles dans la détection des HeV et NiV.

### 3.3.3.. Les hantavirus et arenavirus

Les hantavirus et arénavirus sont des virus à ARN dont le réservoir naturel est le rongeur. Chez ces derniers, l'infection qui est inapparente, persiste toute la vie et se transmet parfois à la descendance. Les animaux infectés excrètent le virus en permanence dans leurs déjections. Les hantavirus et les arénavirus sont responsables, dans des cas très rares, de pathologies humaines considérées comme « émergentes » du fait de leur étiologie inconnue ou de leur localisation géographique inhabituelle.

La distribution géographique des virus et leur remarquable adaptation aux rongeurs suggèrent une co-évolution extrêmement ancienne entre les virus et leurs hôtes. Les virus et leurs hôtes ayant évolué parallèlement, y compris lors de leur migration dans le Nouveau Monde, chaque espèce de rongeur héberge un virus particulier. De ce fait, la répartition géographique des hantavirus, des arénavirus et celle des fièvres hémorragiques dont ils sont responsables suit étroitement celle des rongeurs qui les hébergent. À ce jour, malgré des enquêtes sérologiques suggérant leur présence, aucun hantavirus n'a été isolé sur le continent africain, ce qui est d'autant plus surprenant que ce continent regroupe la plus grande diversité d'espèces de rongeurs. Les arénavirus, quant à eux, sont répartis en deux groupes géographiquement distincts : les arénavirus de l'Ancien Monde (Afrique) et les arénavirus du Nouveau Monde. À ce jour, la pathogénicité pour l'homme d'une dizaine d'hantavirus et de six arénavirus a été établie. L'homme s'infecte accidentellement par contact direct avec les rongeurs (quelques rares cas de contamination par morsure ont été rapportés), le plus souvent par l'inhalation de virus présents dans les excréments de rongeurs infectés, par l'ingestion d'aliments contaminés, ou par contact avec des surfaces infectées (à la faveur d'égratignures).

Les infections à hantavirus et arénavirus entraînent, chez l'homme, des fièvres hémorragiques associées à une symptomatologie variée dont la gravité diffère selon le type de virus et selon les régions. Dans le groupe des hantavirus, deux entités prédominent selon que le syndrome hémorragique est associé à une symptomatologie rénale (FHSR, fièvre hémorragique avec syndrome rénal) ou pulmonaire (HPS, Hantavirus pulmonary syndrome).

Si les hantavirus d'Europe et d'Asie sont responsables de maladies rénales, ceux d'Amérique provoquent un syndrome pulmonaire.

4.. La virologie médicale de demain : nouveaux virus et nouvelles stratégies diagnostiques
==========================================================================================

Le diagnostic virologique a été très largement influencé par les innovations technologiques en biologie moléculaire. Actuellement, les efforts dans ce domaine se concentrent sur la mise en œuvre de tests de plus en plus rapides, moins consommateurs d'échantillon mais toujours plus sensibles et spécifiques, et surtout plus mobiles afin de répondre au mieux aux urgences qu'imposent la gestion « au plus près » des maladies émergentes. L'arrivée de la grippe aviaire H5N1 a contribué au développement de nouveaux tests de diagnostic utilisant la technique de PCR. C'est le cas du rRT-PCR Flu Panel (the human influenza virus real-time RT-PCR detection and characterization panel) qui a été commercialisé, au début de cette année, après l'accord de l'Agence américaine des médicaments et des produits alimentaires (FDA). Ce test permet de détecter les virus de la grippe et de différencier ceux qui sont responsables de la grippe saisonnière et de ceux pouvant potentiellement présenter un risque de pandémie. Il est basé sur l'isolement et l'amplification de matériel génétique présent dans les sécrétions prélevées dans les narines ou la gorge du patient. Le matériel génétique ainsi obtenu est étiqueté avec des sondes fluorescentes qui sont ensuite analysées à l'aide d'un lecteur adapté. Les résultats sont obtenus en quatre heures (au lieu de 24 à 48 h jusqu'à présent, selon les techniques employées). De plus, ce système est capable de tester de multiples échantillons en même temps.

Dans les prochaines années, en parallèle des techniques utilisées et développées actuellement, une nouvelle technique à la marge de la biologie et de la physique devrait permettre de franchir encore un nouveau pas dans la détection des virus, peu après leur identification et sans avoir recours aux approches de biologie cellulaire. Il s'agit de biopuces utilisant le principe de la magnétorésistance géante découvert par Albert Fert, Prix Nobel de physique en 2007. Cette méthodologie pourrait permettre la fabrication de puces capables de détecter de multiples agents pathogènes à l'aide d'une simple goutte de sang ou d'urine. Par cette technique, on peut envisager, à terme, la détection simultanée d'agents infectieux, la recherche de marqueurs de cancer ou bien encore le dépistage précoce des pathologies cardio-vasculaires. Ces tests devraient être peu onéreux, la technologie étant déjà largement répandue dans d'autres domaines.

De fait, c'est grâce à la magnétorésistance géante (GMR) que les fabricants d'ordinateurs ont réussi à augmenter de façon phénoménale la capacité des disques durs depuis dix ans. Son principe : quand un champ magnétique est appliqué à des multicouches métalliques de quelques nanomètres d'épaisseur, alternativement magnétiques et non magnétiques, la résistance électrique est fortement modifiée. Cette propriété est mise à profit pour capter des courants magnétiques de façon très sensible, avec des capteurs extrêmement petits. D'où les applications en informatique et dans bien d'autres secteurs industriels. Le principe de l'utilisation des capteurs GMR pour des dosages biologiques est le suivant : il faut fixer, d'une part, sur le capteur magnétique des molécules capables de capturer spécifiquement le marqueur recherché (ADN, ARN, virus, protéine...), et d'autre part, de disposer de nanobilles magnétiques qui ont sur leur surface des molécules interagissant spécifiquement avec l'objet que l'on souhaite détecter. L'échantillon, incubé avec les nanobilles magnétiques, et placé dans le dispositif de détection contenant le capteur magnétique, sert alors à détecter les nanobilles magnétiques accrochées. Cette approche, en plein développement, vise aujourd'hui à détecter une seule particule ; cet objectif nécessitera le développement d'une nouvelle génération de biopuces basée sur une technologie dite de magnéto-résistance tunnel (MRT).

L'utilisation des techniques de biologie moléculaire en virologie médicale a bouleversé les stratégies d'identification des virus, d'analyse et de prise en charge des infections virales humaines. Ces progrès méthodologiques ont permis de s'affranchir des limites imposées par les approches d'identification conventionnelles, qui reposaient principalement sur l'isolement viral en culture cellulaire, ou le diagnostic indirect. Il serait cependant trompeur d'en conclure que les techniques de culture cellulaire n'ont plus leur place, l'identification du virus n'étant qu'une étape très préliminaire de l'analyse des relations du virus avec la cellule et, plus généralement, de l'hôte qui l'héberge. Le virologiste de demain devra donc veiller à rester attentif aux développements les plus récents de sa discipline -- notamment dans le domaine de la biologie moléculaire -- et à maintenir une expertise dans des domaines techniques plus traditionnels, mais tout aussi indispensables à son activité de diagnostic et de recherche.

**Conflit d'intérêt : aucun.**
